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Abstract 

 

Background and purpose: High Resolution Melting curve analysis DNA (HRM) is one of the 

most sensitive and precise methods for detecting Staphylococcus aureus and resistance to Methicillin. 

The aim of this study was to analyze the HRM for detection of methicillin-resistant S. aureus strains. 

Materials and methods: In this experimental study, standard strains of S.aureus ATCC25923 

and ATCC 33592 were used. To identify S.aureus from ITS gene and methicillin resistance, the mecA 

gene was used. Analysis was performed using StepOne v2.3 and HRM v3.0.1. Sequencing results were 

used as gold standard. 

Results: The analytical sensitivity of the PCR method by ITS primer was capable of detecting 104 

CFU bacteria and detecting bacteria for the mecA gene up to 103 CFU. The analytical sensitivity of the 

HRM method was also valid for ITS gene primer to dilute 10-2 CFU and the mecA gene primer up to a 

dilution of 10-5 CFU to detect bacteria. In HRM analysis, the lowest error rate was observed in the 

melting curves of DNA. Thus, considering the closest temperature range for analysis, the melting 

temperature for the ITS gene was 86 ± 0.5°C and for the mecA gene was 81± 0.5°C. The results of 

temperature and sequence determination proved the specificity of the HRM. 

Conclusion: The HRM has high sensitivity and specificity for detecting low levels of bacteria. 
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 پژوهشی

 ( به منظور HRM) با کیفیت بالا DNAآنالیز منحنی ذوب 
 و سویه مقاوم به متی سیلین رئوسواستافیلوکوک اشناسایی 

 
   1حامد طهماسبی

    2ساناز ده باشی    

 4و3محمد رضا عربستانی   

 چكيده
هیا هتیت روشتییی  تییی  و قییی ( یکیی ز  سایا HRM) با کیفیت بالا DNAآنالیز منحنی ذوب  و هدف: سابقه

 ،با کیفیت بالا DNAآنالیز منحنی ذوب  مطالعه با هدفسیلی  زست. زی   مقاومت به متی و زستافیلوکوک زورئو شناسایی 
 .زنجام پذییفتسیلی   مقاوم به متی رئو وزستافیلوکوک زهای  به منظور شناسایی سویه

 ATCC 33592 و ATCC25923 سیتافیلوکوک زورئیو زهیای زسیتاندزرق قر زی  مطالعه تجیبیی، ز  سیویه ها:مواد و روش
زسیتفاقه ریقیید. بیا  mecAسییلی  ز  ژن و مقاومت بیه متیی ،ITSز  ژن  زستافیلوکوک زورئو زستفاقه شد. هتت شناسایی 

نتیای  تعییی   و تجزییه و تحلییا زنجیام شید HRM Software v3.0.1 و StepOne Software v2.3زفززرهای زستفاقه ز  نیم
 زستاندزرق مورق زستفاقه ییزر ریفت. به عنوزن رلد توزلی

و بییزی ژن  هباکتیی بیوق CFU 401یاقر به شناسایی  ITSبا زستفاقه ز  پیزیمی  PCRسااسیت آنالیتیکی روش  ها:یافته
mecA  تاCFU 301  باکتیی رز تشخیص قزق. ساایت آنالیتیکی روشHRM  نیز بیزی پیزیمی ژنITS  تا رییتCFU 2-01 و 

تییی  نییز کی  HRM. قر تجزیه و تحلیا نتیای  ه زستیدرت شناسایی باکتیی رز قزشت CFU 5-01تا ریت  mecAپیزیمی ژن 
که، با قر نظیی رییفت  نزقییر تییی  بیا ه قمیایی بیه منظیور  به طوری ریقیدمشاهده  DNAها ذوب مقدزر خطا قر منحنی

قرهییه  60 ±5/1مقییدزر  mecAقرهییه سلایییو  و بیییزی ژن  68 ±5/1مقییدزر  ITSتجزیییه و تحلیییا، قمییای ذوب بیییزی ژن 
 رز نشان قزق. HRMقست آمد. نتای  قما و تعیی  توزلی زختصاصیت بالای روش ه سلایو  ب

 ز  نظی تشخیص مقدزر ک  باکتیی، قزرزی سااسیت و زختصاصیت بالایی می باشد. HRMروش  استنتاج:
 

 DNA ،HRMبه متی سیلی ، منحنی ذوب  ، مقاومتزستافیلوکوک زورئو  واژه های کليدی:
 

 مقدمه
یر مشکا عمیده بیمارستانی به عنوزن  هایعفونت
 ز  یکیی ،زورئیو  یلوکوکزسیتاف بیوقه وهتانی مطیح 

 باشیدمی هاعفونت زی  زیجاقکننده هایباکتیی تیی مت 

 مختلف، هایبیوتیرآنتی ز  راتیقه زستفاقه قلیا به که
 یلوکوکزسیتاف .(0،2)زستکیقه  یدزپ زیراتیقه مقاومت
 یرط یکه توس (MRSA)  ییلیسییمقاوم به مت زورئو 

 
  :mohammad.arabestani@gmail.comE-mail           شناسی قزنشگاه علوم پزشکی همدزن، قزنشکده پزشکی، ریوه میکیوب -همدزن :محمدرضا عربستانی مولف مسئول:

 ، قزنشکده پزشکی، قزنشگاه علوم پزشکی  زهدزن،  زهدزن، زییزنپزشکی میکیوب شناسیکارشنا  زرشد  :0
 ، قزنشکده پزشکی، قزنشگاه علوم پزشکی همدزن، همدزن، زییزنپزشکی شناسی باکتییقزنشجوی قکتیی : 2
 همدزن، همدزن، زییزن اه علوم پزشکیقزنشیار، ریوه میکیوب شناسی، قزنشکده پزشکی، قزنشگ :3
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 : 02/3/0331تاریخ تصویب :            23/00/0338تاریخ زرهاع هتت زصلاسات :            23/00/0338 تاریخ قریافت 
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 و همکاران حامد طهماسبی     
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 پژوهشی

شوق  یم یجاقز SCCmecتحت عنوزن  ییطعه کیومو وم

. (3)قزشیته زسیت ییابا توهت یشزفزز ییچند قهه زخ یط

کنید یمی یدتول PBP2aتحت عنوزن  ینیپیوتئ mecAژن 

بتالاکتام قزرق، و  یزتصال به قزروها یبیز یکم یاکه تما

به  MRSA یهسو .(5 ،4)ریققیقزروها متار نم ی توسط ز

 یمارسیتانکننیده عفونیت قر بیجاقز یهیایهقو ریوه سیو

(HA-MRSA )هامعیه قر عفونیت زیجاقکننده هایسویه و 

(CA-MRSA ) زیجیاق عمیدتا کیه شیوقمیی بنیدیتقای 

. (8)زسیت HA-MRSAبی عتیده  بیمارستانی هایعفونت

 Gürtler and Barrieبیار توسیط  ی زول یکه بیز ITSژن 

ژن  یییر ریقییید، ییشناسییا زورئییو  زسیتافیلوکوکقر 

 16S-23S rRNA یتیوزل و وزباته به یایقر رونو یاقخ

 زسیتافیلوکوکزنیدز  قر  فاصله هایتوزلی یی. شناسا(1)زست
 ها، ماننیدپیونز یتوسط بیخ یلی سیمقاوم به مت زورئو 

rrn ژن  ی قر تنظی یمتمی نقیشریقق که یکنتیل مITS 

 هیایید آمینیهزسی یدمانقزرق و بیزسا  چ یباکتی ی قر ز

 توسیط رز یلوکوکزستاف مختلف هایرونه توزندمی مختلف

قر  HA-MRSA یهیایهسو یوع. ش(6،3)قزق تشخیص آن

که  CA-MRSA یهایهسو تییشهامعه و زنتشار هی چه ب

مقاومیت کایب  ییوتیکیبیمختلیف آنتی یهیابه کلا 

 یها رز بیه زمیییهسو ی ز ی و قی یعسی ییزند، شناساکیقه

 هییایروش سیال، زییی  بیا .(8)کیییقه زسیت یاتبید یهید

 طیور به زستافیلوکوک قر سیلی متی به قاومتم شناسایی

. شیوقمیی بندیتقای  ژنوتیپی و فنوتیپی قسته قو به کا

 قیاییر ز  زنتشییار لاتکیی ، آرلوتیناسیییون هییایروش

 متیاری غلظت سدزیا تعیی  میکیوریم، 31 سفوکایتی 

 تییی متی  ز . (01)رونیدمی شمار به فنوتیپی هز سفوکایتی 

وزبایته بیه آن  یهیاییرو تکن PCR یپی،ژنوت یهاروش

 یبیالا یتسیعت، قیت و سااس یابه قل هباشد که زمیو یم

 یییرییییزر ریفتییه زسییت. تکن یییاقیآن، مییورق زسییتقبال  

 ،Real-Time PCR ییاو  یسنجش سضور ژن قر  مان وزیع

 یهییاژن یییترز قزرزسییت کییه سضییور و فعال یییتیابل ییی ز

. (00،02)هییدییییزر ق یمختلییف رز قر لحظییه، مییورق بیرسیی

Real-Time PCR زسیت  یمختلفی یهایژریو یقزرز یزن

تیوزن آن رز یو نیوع مطالعیه می یکیار یطکه بنا بیه شییز

ذوب  یبیی زسیا  قمیا ییکیق که وزسید شناسیا یفتعی

DNA ساضیی، سیال قر .(03)باشیدیموزرق م ی ز  ز یکی 

ماننییید  DNA ذوببیییی  یمبتنییی هیییایروش ز  زسیییتفاقه

(Melting Curve Analysing) MCA  ییییاو HRM  

(High Resolution Melting )و سااسیییت علییت بییه 

 منظییور بییه هییاآن ز  خییوبی زسییتقبال بییالا، زختصاصیییت

 سیال قر بار زولی  ،HRMشده زست.  یصیتشخ کارهای

 شید. معیفیی متحده زیالات زیدزهو قزنشگاه توسط 2113

 PCR تکثییی ز  بعید همگیی  و هدیید زی  روش، روشی

آنییالیز  و شیوقله قربایته زنجیام مییزست که قر یر لو

ها( هیا و متیلاسیون، موتاسییونSNPs) تغییییزت ژنتیکیی

 .(00)قسیا رز مقدور می PCR قر محصولات

HRMهای زسید نوکلئیر رز بی زسا  تیوزلی، نمونه

 HRM . آنییالیز(04)سیا قمتمیایز میی GC طول و سجی 

 هفت 281 تا 61 نظی قر یطعات شیاما تکثییی ژن میورق

 شیونده متصا رنگ محتوی که زست وزکنشی قر با ی،

زسا  کار  .(05)باشیدقو رشته زی فلورسنت می DNA به

 هیایزستفاقه ز  زلگو و رفتیار ذوب رشیته یهبی پا یرتکن ی ز

DNA  بیه  ییاقی  یمشیخص کیه وزبایتگ یقما یرقر

 یقما یفمورق زستفاقه قزرق، زستوزر زست. قر تعی یمیپیز

 DNA هیایرشیته ز  نیمی آن قر که قمایی به ،DNAذوب 

 قو رشیته صیورت بیه قیگه نیمی و رشته تر ه صورتب

 یشیوق. زلگیویرفتیه می Melting ییاذوب  یباشند، قما

 و باشدیم یزختصاص کاملاً DNA یتر رشته شدن بیز

 و زختصاصیییت زییی  مطالعییه، مییورق ژن تییوزلی و هایگییاه

ز   زستفاقه زری چه، .(02،08،01)کندمی مشخص رز سااسیت

قر  ییبیالا یاربای یفییتخیوق، ک یبه خیوق HRMروش 

 پیزیمیهیای ز  زستفاقه زما قزرق، مجتول هایژن ییشناسا

 باییار نقیش نییز، مناسب هدف هایسایت و زختصاصی

 یییز.  کنیدمیی با ی کیفیت زی  بیقن بالاتی قر رز متمی

 یهایممناسب پیز یموزیع قر صورت عدم طیزس یقر بیخ

 تشیخیص بیه تیوزننمی هدف، سایت تعیی  قر پایی  قیت و

 ز  بیزی تکمیلی هایروش ز  باید و رسید قرستی و قیی 
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 (HRMبالا ) تيفيبا ک DNAذوب  يمنحن زيآنال
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 وزن،یتمی  یهمچنی. یقیک اقهیزستف طاهایخ  یزی بیقن بی 

 و سااسییت متنیوع، و چندرانیه هیایرییت ز  زستفاقه با

 میورق قیی  به طور شده طیزسی پیزیمی های زختصاصیت

 بیاکتیی شناسیایی قر آن عملکییق تا بگییق ییزر ر یابیز

. با توهه به مطالیب ذکیی (02)ریقق بیرسی ک  تعدزق قر

 یلوکوکزسییتاف ییمطالعییه، شناسییا ییی شییده، هییدف ز  ز
 یمیهیایبا زستفاقه ز  پیز یلی سیو مقاومت به مت زورئو 

مناسیب  یباشد تا بتوزن روشیم mecAو  ITS یزختصاص

 یبییاکتی یی ز یعسییی یصلا هتیت تشیخو بیا عملکییق بییا

 قزق. یشنتاقپ
 

 مواد و روش ها
 زورئو  یلوکوکزستاف زستاندزرق سویه زنتخاب
زسییتاندزرق  هییایسییویه ز  ی،مطالعییه تجیبیی ییی قر ز

 ATCC33592 و ATCC25923 زورئو  زستافیلوکوک

 یهها، کشت زول یهسو ی ز یزستفاقه شد. هتت آماقه سا 

 قرصید 5 بیا( آلمیان ،Merck) بلاق آرار یطمح یبی رو

 ریفیت صورت( ییزنطب، ز ی )آ ما پیشروسفند  خون

 میورق خیالص هایکلنی ساعته، 24 زنکوباسیون ز  بعد و

 .(3)ریفتند ییزر زستفاقه

 

 یژنوم DNA زستخیزج
زستخیزج  یتبا زستفاقه ز  ک یژنوم DNA زستخیزج

DNA (Sinaclon، زییییزن )زییی  بیییزی. ریفییت صییورت 

 کشیت زیزوله هی ز  کلنی چند زیزوله، کشت ز  بعد کار،

بییز   بیتانی لوریا کشت محیط لیتی میلی 5 به شده قزقه

(sigma-aldrichآمییکا ، )سیاعت 24 میدت بیه و تلقیح 

 ،Memmert) رییزق زنکوبیهیقرهه سیانت 35±2 قمای قر

 بعد ساصا کشت محیط ز  سی سی 5/0. ریقید( آلمان 

 قر قور 4511 قر( لمیییانآ ،Eppendorf)سیییانتییفیوژ  ز 

. شید سیا یآمیاقه میزسیا، سیایی پیشبیق منظور به قییقه

یکی پلاسییییت 5/0 قرب قزر یهییییایکیوتیییییوبقرون م

(Biofill، )شد و میزسیا زسیتخیزج  یختهر کیهDNA  بیا

( زیییزن ،Sinaclon) کلون ینازستخیزج س یتزستفاقه ز  ک

 .ریقیدزنجام  ییزنز

 

 میپیزی طیزسی و هدف سایت زنتخاب
 یبییاکتی یهییدف زنتخییاب شییده بیییز هییایسییایت

 بیه مقیاوم هیاییهسو یو بیز ITS زورئو  زستافیلوکوک

 زفززرهاینیم ز  زستفاقه باشد.  یی تع mecAژن  سیلی متی

Gene Runner  و 8، 5ناییییخه Allel ID  8ناییییخه 

(Premierbiosoft، آمییکا )کمیر بیا هاپیزیمی طیزسی 

صییورت  NCBI یر ژنییقر بانیی یژنیی یزلگییو ز  ریییفت 

 زتصییالو  DNAذوب  یقمییا یییی ریفییت. بییه منظییور تع

کمییر  Oligo 6زفییززر شییده ز  نیییم یطیزسیی یهییایمیپیز

 یهیییایبیرسییی بیییه منظیییور ییییت،قر نتا ریفتیییه شییید.

هیا  آن عملکیق شده، طیزسی یمی هایپیز یوزنفورماتیرب

 یبانیر زطلاعیات مورق نظیی، قر یها یتسا ییقر شناسا

NCBI یطیی Blast لیاییت . ییییزر ریفییت یق بیرسییمییور

هیای میورق زسیتفاقه بییزی تکثییی ژن هیای میورق  پیزیمی

 بیان شده زست. 0قر هدول شماره  مطالعه

 

 پیزیمیها زختصاصیت و تعیی  سااسیت
شیده، بیا  یطیزسی پیزیمی های سااسیت تعیی  بیزی

 میر فارلنید کیه ی محلیول نی ییهقر نظی ریفت  ریت زول

 باشد، با ثابت قر نظیییم یباکتی CFU 016 x 5/0مقدزر 

 ،01 8 ،01 1به صورت  یبریت ها به تیت یب،ریفت  ضی
5 01، 4 01، 3 01، 2 01، 0 01، 1 01، 0- 01، 2- 01، 3- 01 

. یدریق یهها( تتریت یتمام یبیز CFU یار)با مع 01 -4و 

 01 -4و  01 1 یهاقر غلظت یباکتی ییقر صورت شناسا

 

 های مورق زستفاقه بیزی تکثیی ژن های مورق مطالعه میلیات پیزی :1جدول شماره 
 

 منبع ( با )هفت  کونیآمپل طول ذوب یقما ها دینوکلئوت یتوزل مییپیز ژن

ITS ITS-F 

ITS-R 

F: GTTAGAGCGCACGCCTGATA   

R: AATGGTGGAGACTAGCGGGA   
5/±1 68   055 (03 ) 

mecA MECA-F 

MECA-R 

F: GGCTCAGGTACTGCTATCCAC R: 
AACGTTGTAACCACCCCAAGA   

5/1± 60 231 (03 ) 
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. هتیت بدسیت شید ییی تع یبیاکتی یتیکیآنال یتسااس

ذوب و زتصیال  یقمیا ییی بیا تع یز،ن یتآورقن زختصاص

DNA مشیخص  یقمیا ییرریت قر  02هی  یمیها،و پیز

 68 ±5/1 یقمیا ITSژن  بیزیییزر ریفت.  یمورق بیرس

قرهه  60 ±5/1 یقما mecAژن  یو بیز یو قرهه سلا

 یبیی مبنیا یتیکیآنیال یتشد و زختصاصی یی تع یو سلا

 خطیای)بیا  قمیا ییرقر همه رییت بیا  یباکتی ییشناسا

 .(00)ریقید( مشخص یو قرهه سلا 5/1±
 

 PCRو وزکنش  پیزیمیها سا ی آماقه
ماکیو ژن کییه بیه  شیکتقر زبتدز توسط  یمی هاپیز

 رمنظیو بیه. ییدسینتز ریق یییزنز یشگامسفارش شیکت پ

ز   PCRروش  یتروش و زختصاصییی یتسااسییی ییییی تع

 قر هیا. همه ریتیدزستفاقه ریق یژنوم DNA یهاریت

( OneRun)قسیتگاهی  وزکینش ییر قر یکاان شیزیط

مییورق زسییتفاقه ییییزر  mecAو  ITS یهییاژن ییییتکث یبیییز

هیی رییت شیاما  یبیز PCRزنجام وزکنش  یریفتند. بیز

 0(، آلمیانAmpliqon ) مییک  مایتی ز  یکیو لیتیم 02

ز  هیی  یکیولیتیم 2شده و  ی ری یها DNA ز  میکیولیتی

 تکثییی بییزی. بوقه زسیت یکو مولارپ21به غلظت  یمیپیز

، Eppendorf)تیموسایکلی  قستگاه ز  نظی مورق های ژن

 شیوک بیه صیورت قمیایی سییکا تنظیمیات بیا( آلمان 

 سییکا 25 تعدزق و قییقه، 5 سلایو  قرهه 34سیزرتی 

قرهییه  12و  یییهثان 31یو  قرهییه سلایی 34 ورتبییه صیی

 زعمال شد. یهثان 31 یو سلا

 یو قرهیه سلای 53هیی قو ژن  یبیز ینگزنل یقما

 12ه  قر  ییشدن نتا یاشد. طو یی تع یهثان 81به مدت 

 قر نظی ریفته شد. یقهقی 5 به مدت یو قرهه سلا
 

 HRMو آ مون  Real-Time PCRمیزسا  یبند پیکی
 Real-Time PCR ز  قسییتگاه مطالعییه  ییی قر ز

(ABI-StepOne Plus، زستفاقهآمییکا ) ریقید و تمامی 

 با قمایی چیخه. ریفت صورت تکیزر سه قر کار میزسا

چیخه  41و  قییقه 05 مدت به سلایو  قرهه 35 مقاقیی

قرهیه  53 ییه،ثان 05بیه میدت  یو قرهه سلا 35شاما 

و میزسیا ژن،  ییبه منظور تکث یهثان 31به مدت  یو سلا

 ی( قر سالت خیوزنش متیوزلMeltingذوب ) یقما یی تع

ز  سییدزیا بییا ه  یو سلایی قرهییه 3/1 ییقمییا Rampبییا 

. محلیول ییدریق ی تنظی یو قرهه سلا 35تا  81 ییقما

یکییو م 21قر سج   HRMبه منظور زنجام آ مون  یینتا

 HRM HighRox یک ماتی می میکیو لیتی 4 شاما لیتی،

(Solid-Biodyns، کیه ،)غلظیت پیزیمی هی ز  میکیو لیتی 2( 

. ه زسیتزلگیو بیوق DNA یتیلیکیو م 0مولار( و یکو پ21

، DEPC (Sigma-Aldrichمانیده بیا محلیول  یسج  بای

 یی ری یها DNAمیزسا ز   یقر تمام شد و هبیزن( یکاآمی

 زفززرهیاینییم ز میزسیا  قر تمیامی. یدشده زستفاقه ریق

StepOne Software v2.3  وHRM Software v3.0.1 

 .زستفاقه شد
 

 محصولات یتوزل تعیی 
ژن هیا هتیت  یییقسیت آمیده ز  تکثه ب محصولات

بیه شییکت  یییزن،ز یشیگامتوسط شییکت پ ی،توزل یی تع

 منظیور بیه ساصیله، نتای  ید وماکیوژن کیه زرسال ریق

 میورق هیایروش مقایایه هتت طلایی زستاندزرق قزشت 

قسیت ه هیای بیقزقه .فیتری یییزر زسیتفاقه مورق مطالعه،

 ،IBM) 08نایخه  SPSSزفیززر بیا زسیتفاقه ز  نییم ،آمده

 و تجزییه و تحلییا یییزر ریفیت ی،مورق بیرسی( آمییکا

هیای آمیاری توصییفی )تعییی  بیزی زی  منظیور ز  روش

نییم زفیززر  ز فیزوزنی، قرصید و مییانگی ( زسیتفاقه شید. 

Chromas  5، 0ناخه (Technelysium، زسیتیزلیا )زیبیی 

 طیزسیی پیزیمیی هیای تیوزلی تعیی  ز  ساصا نتای  آنالیز

 .ریقیدزستفاقه  شده،

 

 یافته ها
 PCRروش  یتیکیآنال یتو زختصاص یتساصا سااس نتای 

مر فارلنید بیه عنیوزن  ی با قر نظی ریفت ، غلظت ن

 یتو زختصاصی یتسااسی یی به منظور تع یهزستاندزرق زول

مختلف  هایریت یبیز mecAو  ITS هایژن یتیکی،آنال

 5/0ژل آریار   یزلکتیوفیور  بیی رو ی شدند. نتا ییتکث
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 PCRروش  یتیکیآنییال یتقرصیید نشییان قزق کییه سااسیی

تیا  mecAژن  یو بییز CFU 4 01تیا رییت  ITSژن  یبیز

 با نیز روش زی  زختصاصیت. بوقه زست CFU 3 01ریت 

 تییوزلی تعییی  ز  آمیده قسیته بی نتیای  تحلییا و تجزییه

 (.0شماره  تصویی)شد  مشخص

 

 
 

 
 

 تکثییی بیه میبیو  قرصد 5/0 زلکتیوفور  ژل تصویی :1شماره  تصویر

) سیمت  ITSهفت بیا  و ژن  231)سمت رزست( با طول  mecA ژن

 رییت 2 چاهیر 601رییت 0 چاهیر با ، هفت 055 طول با(  چپ
 رییت 5 ، چاهیر01 5 رییت 4چاهیر  ،801رییت  3چاهر  ،101
ریییت  6چاهییر  ،201 ریییت 1 چاهییر ،301ریییت  8چاهییر  ،401
001، M یهفت با  011 یمارکی مولکول 
 

 HRMروش  یتیکیآنال یتو زختصاص یتساصا سااس نتای 
 هیاینموقزر یزو آنال ییساصا ز  تکث ی نتا بی زسا 

 یتیکیآنییال یتساییا ،HRMقسییت آمییده قر آ مییون هبیی

و  CFU 2-01تا رییت  ITSژن  یمیپیز یبیز HRMروش 

 ییییدرت شناسیا ،CFU 5-01تا رییت  Amecژن  یمیپیز

 HRM ی نتیا ییاو تحل یه. قر تجزه زسترز قزشت یباکتی

 DNAهییا ذوب یمقییدزر خطییا قر منحنیی ی تیییکیی  یییزن

 تیی  نزقیر ریفت  نظی قر با ی که،مشاهده شد به طور

 ژن یذوب بییز یقما یا،و تحل یهبه منظور تجز ییبا ه قما

ITS  ژن  یبییزو  یو قرهه سلای 68 ±5/1مقدزرmecA 

قما و  ی بدست آمد. نتا یو سلا قرهه 60 ±5/1مقدزر 

 هرز نشیان قزق HRMروش  یبیالا یتزختصاصی یتوزل یی تع

ساصا ز  تکثیی ژن  HRMی نمنح 0شماره  نموقزرزست. 

mecA   2شیماره  نمیوقزرو عاما مقاومت به متیی سییلی 

زسییتافیلوکوک  ITSساصییا ز  تکثیییی ژن  HRMی نییمنح
 .نشان می قهدرز  زورئو 

 

 
 

عامییا  mecAژن  ییییساصییا ز  تکث HRM منحنییی :1شووماره  نمووارر

 یلی س یمقاومت به مت
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 ITS ژن ییییییساصییییا ز  تکث HRM منحنییییی :2شووووماره  نموووووارر

 زورئو  زستافیلوکوک

 

و مصییی  DNAساصییا ز  ذوب  یزسییا  قمییا بییی

 بیا فلورسینت مصییف مییززن محیطیی، سنتفلور ییمقاق

بیه  قزشیته زسیت مایتقی  رزبطیه مطالعیه میورق هایریت

مصییف فلورسینت بیه  ییززنم 01 6قر رییت  کیه طوری

 ه صورتب نموقزرها ز  ساصا یله و یدهسدزکثی خوق رس

قر  سالی زست که زی  قرقزقه شد.  یشنما یدهکاملا کش

 بایار محیط فلورسنت مصیف مقاقیی 01-3و  01-4ریت 

 تییک  تفاعزر قزرزی شده ساصا نموقزرهای و بوقه ک 

 (.2و  0شماره  نموقزر)بوقند 

 mecAو  ITS یهیاژن یییساصیا ز  تکث هایمنحنی

 ،نشان قزقنید یمختلف یها CT ،مختلف یهاقر ریت یزن

 ی تییمر فارلند ک  ی قر غلظت زستوک ن که طوریبه

 ییمقیاق یبعید یهیاقر رییت و نشان قزقه شد CTمقدزر 

CT ژن  یقزشت. بییز تیییشب یشزفزز هابه تناسب ریت

mecA ز   ییآغا  تکثCT  ژن  یو بییز 00با مقدزرITS   ز

CT  هیایمنحنیی 3شماره  نموقزر. قر شیوع شد 06با مقدزر 

 نشان قزقه شده زست. ITSژن و  mecAتکثیی ژن 
 

 توزلی تعیی  ز  ساصا نتای 

 تییوزلی تعیییی  ز  ساصییا نتییای  تحلیییا و تجزیییه بییا

 یهیاهمه رییت ،NCBI ینژ بانر قر مختلف هایریت

 ،مشیاهده NG_047938.1 یبا شماره قستیسی mecAژن 

 یبییا شییماره قستیسیی یییزن ITSژن  هییایریییت همییه و

CP026080.1 شدند. ییشناسا 

 

 
 

)سمت رزست ( و ژن  mecAژن  ییتکث یها حنیمن :3شماره  نموارر

ITS )سمت چپ(  

 

 بحث
و  یلی سیییمقییاوم بییه متیی زورئییو  زسییتافیلوکوک

قر کنتیییل  یمیآن، زرتبییا  ماییتق یصتشییخ هییایروش

 رزیی  روشقزرق.  یباکتی ی منتشیه ساصا ز  ز یهاعفونت

 مبنیای بی که آن مقاوم هایسویه و باکتیی زی  تشخیص

 ریییوییت کنیار قر کیه باشید،می اییبیوشیمی هایتات

 زیی  ز . (06،03)باشد همیزه نیز خطا با زست ممک  بوقن،

 خطیای و تشیخیص  میان رسیاندن سیدزیا بیه بیزی رو،

 و تیساا  هایروش کارریییبه زستفاقه، مورق هایتات

ساصیا ز   ی نتا یززست. آنال یضیور یزمی تیزختصاصی

رز قر کنییار  HRM مطالعییه، یییدرت و قیییت روش ییی ز

تیوزن بیا یزسیا  می یی آن نشیان قزق. بیی ز یسیعت بالا

 بییه مقییاوم هییاییه مییان ممکیی  سییو ی تیییصیییف کیی 

 شیوق یلمیدزق چنیی  شاید. کیق شناسایی رز بیوتیرآنتی

بییا وهییوق  HRMچییون هیی  هییاییروش ز  زسییتفاقه کییه

 یچنیدزن منطقی MCAتی مانند تی و زر زنساقه یهاروش

نکته رز فیزموش کیق که روند زنجیام  ی ز یدانباشد، زما نب

کنید کیه یهدف مختلف رز قنبال م ی چند HRMتات 
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 ژنوتایپینگ و بندیقسته. باشدمی تشخیص هاز  آن یکی

میوزرقی  هملیه ز  هیاسویه زستمالی هایهتش بیرسی و

زنجیام  با. یدبه آن رس یصتوزن قر کنار تشخیکه م زست

با  یلی ،س یمقاوم به مت یهایهسو ییو شناسا HRMتات 

توزن یم ی،توزل یی هتش قر کنار تع یهایگاهها یبیرس

 قر .(21،20)یییزر قزق یمیورق بیرسی ییزعلت مقاومیت رز ن

هیدف  یهیایتمطالعه ساضیی، بیا هیدف یییزر قزقن سیا

و مقاومیت بیه  زورئیو  زسیتافیلوکوک ییهتت شناسیا

 یطیزسی یمیهیایپیز یتو زختصاص یتسااس یلی ،سیمت

 پیزیمیهیای زیی  کیه،. ریفیت زنجیام موفقیت با نیز شده

 تیوزنمیی رز قزرنید نتای  کیفیت قر نقشی چه زختصاصی

 Xiao کیه یمطالعات مشاهده کیق. قر مطالعیات یقر بیخ

 ی زنجام قزقنید، چنید ی قر چ 2104سال  قرو همکارزن 

ییزر قزقه و بیا زسیتفاقه ز   یشمختلف مورق آ ما یباکتی

کیقنید  ییرز شناسا زورئو  تافیلوکوکزس HRMروش 

 بیه یاقر آن قر شده طیزسی یمیهایکه سدزکثی توزن پیز

مطالعیه  قر زیی . بوقه زسیت باکتیی CFU 0 01 شناسایی

 زورئیو  زستافیلوکوک یییدرت شناسا یطیزس یمیهایپیز

 01 -4مقیدزر  یلی س یمقاومت به مت یو بیز 01-3تا ریت 

ییاقر بیه  mecAو  ITSن ژ زسیت،معنا  ی بد که ثبت شد

ز  . (22)باشیندمی یزک  ن یارقر تعدزق با یباکتی ییشناسا

مطالعییات هماییو بییا نتییای  مطالعییه ساضییی مییی تییوزن بییه 

و  Wongو  یاقر زسییتیزل 2113قر سییال  Tong مطالعییات

بییه  ی زشییاره کیییق کییهقر مییالز 2104همکییارزن قر سییال 

 د.نیپیقزخت HRMبیا روش  زورئو  زستافیلوکوک ییشناسا

 قر نظیی میورق روش قییت و ها سااسییتقر مطالعه آن

 ییانب و ییزر ریفیت یبیرس باکتییایی مورق هایآلوقری

 یمناسب، بدست آورقن قما یهاریت ی که تنظ یدریق

 یمیهییایزسییتفاقه ز  پیز ی چنییو هیی  DNAذوب  ییی قی

قر  ییدباشیند کیه بایمی فاکتورهایی تیی مت  زختصاصی

 توهیه بیا. (23،24)یفته شیوندمد نظی ییزر ر HRMروش 

 کیه مطالعیاتی قر شیده، ذکی مطالعات قر مشابه موزرق به

Tong  قزشیتند، قر  یاقر زسیتیزل 2102و همکارزن قر سال

 یهیاو هتیش زورئیو  زستافیلوکوک یباکتی ییشناسا

 هتیت(  single-step)ی زز  پیوتکیا تیر میسلیه ی،ژن

 تفاقهزسی وزکینش  میان کیاهش و کیار سیعت بیقن بالا

 هیایتیوزلی و طیول به بنا پیوتکا زی  ز  زستفاقه. کیقند

 قرزسیت.  زستفاقه، متفاوت مورق پیزیمیهای نوکئوتیدی

 ریقیید زسیتفاقه زی میسله قو پیوتکا ز  ساضی، مطالعه

 شیده، طیزسی پیزیمیهای قر نولکئوتیدی زلگوی تفاوت که

 تر روش به نابت زیمیسله قو روش قر رز نتای  بتتیی 

 ز  موضوعات یکی زریچه، .(01)قزقه زست نشان زیمیسله

 و تفییاوت زسییت،مطیییح  یصتشییخ ینییهکییه قر  م یمتمیی

باشید کیه یم یدینولکئوت با های ییزررییی قر زختلاف

رز تحیت  HRMماننید  یسااس یهاتات ی توزند نتایم

و همکیارزن  Bratchikovقر مطالعه  خوق ییزر قهد. ییتاث

 HRMقر روش  ه شدنشان قزق نی،یتوزقر ل 2100قر سال 

شیوق. ز   ییدهممکی  زسیت ق ی قر نتا ییراها تفاوت ها

قر  C+Gبیوقن  یییتیوزن بیه متغ یآن می ییاقلا ی تیمت 

 یطییمح ییو غ یطیمح یطشیز ییمختلف و تاث یهایزولهز

قر  یهتیت، ممکی  زسیت ریاه یی هیا باشید. ز  زبی آن

بیا  HRMمقیاوم بیا زسیتفاقه ز  روش  یهایهسو ییشناسا

بیه نوبیه  یی موزهه شید کیه ز یدهد یهایهسو یی  یبیخ

روند. قر  یروش به شمار م ی ز یهایز  بیتی یکیخوق 

زسیتاندزرق  یهیایهزسیتفاقه ز  سیو ییابیه قل ساضیمطالعه 

 شیاید. (25)ه زستنبوق ییزمکان پذ یموضوع ی زثبات چن

 هیایروش مقایایه کیه بگیییق شکا ذه  قر تصور زی 

 و فنیوتیپی زصیول مبنیای بیی هاسیتمیدت که تشخیصی

 رییقمی زنجام تشخیصی میزکز ز  بایاری قر بیوشیمیایی

 نباشید، مناسیبی کار چندزن مدرن مولکولی هایروش با

 و زسیتاندزرق یفیتمانند کشت، ک یپیفنوت یهاکه روش چیز

زسیت کیه  یقر سیال یی زنید. زخوق رز بیه زثبیات رسیانده

و  یایمیسپت یربا  یماریبز  موزیع ممک  زست  یاریبا

قچییار  یییاو  یییدبییه پزشییر میزهعییه نما یمیبییاکتی یییا

شیده باشید کیه بیه  زسیتافیلوکوکیمنتشییه  یهیاعفونت

 یهییاروش یمییوزیع ی قهیید، قر چنیییقرمییان پاسییخ نمیی

کننید ینم یماربه ب یکمک یچبی کشت ه یو مبتن یپیفنوت

 ،نوع هن  یی قر زلصاق پاسخ و تع یممک  کند یو ست
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مشخص شیوق.  یماربعد ز  میگ ب ی،باکتی یهو سورونه 

قر  HRMچیون هی  ییهیالذز، با کمر ریفت  ز  روش

هیی  یتوزنید زر ش زخبیاریم یگیق یهاروش ییساکنار 

قر مناسییب خییوق زسییتفاقه کیییق.  یگییاهروش رز قر ها

 و همکیارزن Krawczykریفته توسیط صورت  یهایبیرس

 یهار قزقن روشبا کنار ه  ییز یهروس قر 2111قر سال 

 به عنوزن زسیتاندزرق یتوزل یی و زستفاقه ز  تع HRMکشت و 

 یلوکوکزسیتاف یهیاز  رونیه یکیی ییقر شناسیا یی،طلا

 یمبتنی یهیاکه روش ریقید مشخص یوتیربیمقاوم به آنت

 یخطیا یصییموزرق تشخ یبی کشت ممک  زست قر بیخ

و  سبب بیو  مثبت نتایت قر و ،رز به همیزه قزشته ییبالا

با توهه به مطالب ذکی شده، . (28)کاذب شوند یهایمنف

 هتت یمناسب تیو زختصاص تیسااس یقزرز HRM روش

 کیهیطورهب ،زست ییایباکتی یهاهیرونه و سو ییشناسا

 یییییاقر بییه شناسییا زیییکیی  ن اریبایی یهییاقر ریییت یستیی

باشیید. بییا قر نظییی ریییفت  یمیی زورئییو  لوکوکیزسییتاف

مطالعیه و   یقر ز یمورق بیرس ریت ی تیشیو ب  یتیک 

 یمیهایکه پیز ه شدها نشان قزقریت یقر تمام کاانی  ینتا

توزنید پزشیکان رز یم HRMشده قر کنار روش  یطیزس

کمر کند.  یتی عفونت و نوع باکتی عیسی صیقر تشخ

ماننید کشیت،  ییهیاروش قر کنیار روش  یزستفاقه ز  ز

 کند. یهمیزه م یتیشیب تیفیقست آمده رز با کهب  ینتا
 

 سپاسگزاری
قر سال  ییقزنشجو یقاتیمقاله ساصا طیح تحق ی ز

و کییییید زخیییییلاق  3813268160بیییییا شیییییماره  0338

IR.UMSHA.REC.1396.637 ییتکه بیا سما باشدمی 

همیدزن بیه  یقزنشگاه علوم پزشک یمعاونت پژوهش یمال

 یمیزتب تشیکی و ییدرقزن یاندرانزست. نو یدهزنجام رس

 قزرق.یمعاونت محتیم زبیز  م ی خوق رز ز  ز
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